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L&i néi dau

TCVN 8111 : 2009 hoan toan twong duong véi ISO/TS 6090 : 2004;

TCVN 8111 : 2009 do Ban ky thuat tiéu chuln quéc gia TCVN/TC/F12
Stra va sén ph&m si¥a bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do lwdng Chéat
lwong dé nghi, Bo Khoa hoc va Céng nghé céng bé.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8111 : 2009

Sira, sira bot, buttermilk, buttermilc bot, whey va whey bot —
Phat hién hoat tinh phosphataza

Milk and dried milk, buttermilk and buttermilk powder, whey and whey powder -

Detection of phosphatase activity

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap sang loc dé phat hién hoat tinh phosphataza trong sra bo va
s(ra bot, buttermilk va buttermilk bét va whey va whey bét.

Hién co hai quy trinh cé thé thay thé (A va B). Quy trinh A don gidn hon vi khéng bao gém viéc xt li
gan lgpc va dic biét phi hep véi sira. Quy trinh B bao gdm buwéc gan loc, cho phép phat hién voi dd
nhay cao hon, do dé thu dugc két qua dinh lugng tét hon néu muén.

Néu str dung phuwong phap nay dé kidm tra qua trinh thanh trung dung cda cac san phdm hodc nguyén.
liéu clia cac san phdm néu trén thi cin thyc hién cac phép thir tiép theo dé dam bdo réng hoat tinh
phosphataza khéng phai do phosphataza cla céc vi sinh vat bé&n nhiét (xem 9.3.1) hodc phosphataza
tai hoat hoa (xem 9.3.2).

CHU THICH Trong Phy lyc A md ta phurang phap sir dung thubc thir déc quyén @ dugc cép bing sang ché.
2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién din sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D4i voi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong bé thi 4p dung phién ban dugc néu. Béi voi cac tai liéu vien dan khong ghi nam cong bé thi
ap dung phién ban m&i nhét, bao gdm ca cac sta déi, bd sung (néu c).

ISO 3356, Milk and dried milk, buttermilk and buttermilk powder, whey and whey powder —
Determination of phosphatase activity (Reference method) [Sira va sira bét, buttermilk va buttermilk
bét, va whey va whey bét — Xac djnh hoat tinh phosphataza (Phuong phép chuén)]
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3 Thuéat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngl va dinh nghia sau day:

31
Hoat tinh phosphataza (phosphatase activity)

Hoat tinh ctta phosphataza kiém (chwa bién tinh) dugc xac dinh bang cac quy trinh mé ta trong tiéu
chuén nay. '

CHU THICH Hoal tinh phosphataza dugc biéu thi theo két qua &4m tinh hay duong tinh va/hodc “cin duoc xac dinh lai theo
150 3356 :

4 Nguyén tic

‘MAau san pham dang Idng hodc san phdm hoan nguyén dugc pha loang véi co chat dém chira dinatri
p-nitrophenyl phosphat & pH 10,6 va dwgc U & nhiét 6 37 °C trong 2 h. p-nitrophenol dwec giai phong
tr qua trinh thuy phan dwéi dnh hwdng cia mdi hoat tinh phosphataza kiém cé trong méau.
p-nitrophenol duwgc phat hién tryc tiép (phwong phap A) hodc sau khi gan loc (phwong phap B) béi
mau vang co thé nhin bing mét thuwéng hodc bing cach do phd. Néu két qua duwong tinh, thi kiém tra
mau v& sir co mat clia phosphataza vi sinh vat b&n nhiét qua qua trinh thanh tring, hodc sy ¢é mat cla
phosphataza tai hoat hoa khi pha lodng mau bng dung dich magié axetat. Cé thé dung phwong phéap
A hoac phurong phap B dé phat hién sy cé mat clia ching.

5 Thudc thee

Chi st dung cac thudc thr loai tinh khiét phan tich, nwée st dung phai la nwéc cat hodc nwéc cé do
tinh khiét twong dueng, trir khi cé quy dinh khac.

5.1 Dung dich natri hydroxit, c{NaOH) = 0,5 mol/l hoac 0,1 mol/l.

5.2 Dung dich dém dietanolamin hydroclorua, pH = 10,6.

Hoa tan 15,8 g dietanolamin hydroclorua [(C;HsO),NH,CI] trong nwéc. Thém nudc dén 1 000 ml.
5.3 Dung dich co chit dém

Hoa tan 1,5 g dinatri p-nitrophenol phosphat hodc 1,3 g dihydro p-nitrophenol phosphat trong dung dich
dém dietanolamin hydroclorua (5.2). Pha lodng bing dung dich dém dén 1 000 m.

Dung dich co chat d@ém bén trong 4 tudn néu bdo quan trong tl lanh & nhiét d 4 °C hoac thip hon.
Néu thém cloroform (CHCIs) 0,1 % thi dung dich co chat dém cé thé bén trong 3 thang dén 4 thang &
nhiét do trén.
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Sy tao thanh mau vang chirng té tinh khéng én dinh cla dung dich. Phép thir ludn dugc kiém ching
thyc hién v&i san pham déi chirng da dun sdi chira cling mét lvgng co chét dém. Do d6, nén chudn bi
mét dung dich méi néu @6 mau do duwoc trong cuvet 25 mm clia may so mau (6.3) vugt qua 10 ug so

v&i khi dung nuédc cat trong cuvgt 25 mm khac.

5.4 Chét két tua

5.4.1 Dung djch kém sulfat

Hoa tan 30 g kém sulfat ngam bay phan t& nu.é'c (ZnS0,.7H,0) trong nuéc. Thém nuwdc dén 100 mi.
5.4.2 Dung djch kali heaxyanoferat (ll)

Hoa tan 15 g kali hexaxyanoferat () ngdm ba phan t& nuwdc(K(Fe(CN)s).3H,0) trong nwéc. Thém
nuwéc dén 100 ml.

5.5 Dung dich magié axetat

Hoa tan 35,4 g magié axetat [MQ(CZH302)2.4H201 trong 25 mi nwéc. Bun nhe cho dén khi magié axetat
hoa tan hoan toan. Thém nwdc dén 100 ml.

5.6 Gidy quy.

6 Thiét bi, dung cy
6.1 Can, cé thé can chinh xac dén 0,1 g.
- 6.2 Nbi cach thuy, co thé hoat tinhng & nhiét d5 37 °C + 1°C, 63 °C + 1 °C va & nhiét do sdi.

6.3 May do phd, thich hop dé do d6 h&p thy & budc séng 405 nm, hodc may so mau (tuy chon), co
dia chia kinh mau chulin, dung @& so sanh mau bing mét thuong dudi anh sang phan xa va duoc
hiéu chinh theo sé microgam p-nitrophenol trén mililit san phdm, cé hai cuvet 25 mm.

6.4 Ong nghiém, dwéng kinh 16 mm, dai 150 mm, c6 nit day khit.

Sau khi st dung, lam sach cac éng nghiém theo quy trinh nhu sau: d& hét chét I6ng trong éng ra, trang
6ng bang nuéc sau dé rira voi nwéc néng chira chét tiy rira kidm va trang ki 13n niva bing nwéc néng
sach. Cudi cung, trang éng bang nuwéc cit va sly khé tredc khi str dung lai. Trang ki nit day éng
nghiém trong nwéc ndng sau khi dung, dun séi trong nudc cét trong 2 min va cing sdy khd tredce khi

st dung lai. C6 thé st» dung phwong phap lam sach khac khi cho dd sach tvong duong.
6.5 Pipet mét vach, hodc pipet chia 4§, dungtich0,5ml, 1 ml, 2ml, 5 mlva 10 ml.

Trang ki pipet bang nuwéc sach ngay sau khi st dung, sau d6 trang béng nudc cit va sy kho treéc
khi str dung lai.
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6.6 Gidy loc, Ioai trung binh, c6 kich thuéc thich hep.

6.7 Ta 4m, c6 thé duy tri nhiét dd & 34 °C + 1 °C.

7 Lay mau

MAu glvi dén phong thir nghiém phai dung 13 mau dai dién va khong bj hw hdng hodc khéng bi bién dbi
chét lvong trong qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc lay miu khong qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén 1y mAu theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Chuan bj miu thir va miu kiém chirng
8.1 Sira, buttermilk va whey

Tét nhét 1a thee hién phan tich ngay sau khi ldy mau. Néu khéng thi gir mau thi trong ta lanh (dé tranh
tai hoat hoa enzym bét hoat) khéng qua hai ngay.

Tron ki m3u they, gia nhiét vira phai, nhung khdng duwec dé nhiét dé vt qua 35 °C, néu cin.
8.2 Sira bjt, buttermilk bt va whey bét

Can 10 g mau thl, chinh xac dén 0,1 g. Hoa tan mau tht trong 90 ml nwée. Trdn kT mau thir 35 hoan
nguyén nhu trén bang cach gia nhiét vira phai, nhung khéng dugc dé nhiét 39 vt qua 35 °C.

8.3 Cac san phdm ¢é vi chua

Thém mét lwong vira di dung dich natri hydroxit (5.1) vao san phdm co vi chua hodc san phdm hoan
nguyén co vi chua dén khi nhé mét giot 1én gidy quy (5.6) cho phan Ung trung tinh.

8.4 Mau kiém chirng

Pun s6i ki vai mililit mdu thir (8.1, 8.2 hodc 8.3) trong éng nghiém (6.4) trong hon 2 s. Dam bdo toan bd
mau trong dng dugc gia nhiét déu. Dé ngudi dén nhiét dd phong.

9 Cach tién hanh

CANH BAO - Trong qua trinh xac djnh tranh cac anh hwéng clia anh sang mat troi tryc tiép.
Tranh nhiém bén ti¥ nwéc bot hay md haéi vi cé thé cho két qua dwong tinh gia. Véi li do trén,
cdn chi y ddc biét khi ldy mu bing pipet.

9.1 Quy trinh A (khdng xt¥ li I&ng gan va d&c biét thich hep v&i sra)
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9.1.1 Phdn miu thee
9.1.1.1 Dung dich thir

Dung pipet lay 5 mi dung dich cor chat dém (5.3) cho vao éng nghiém khd, sach (6.4). Thém 1 ml mau
thtr da chuan bj (8.1, 8.2 hod&c 8.3). Bay nut éng nghiém va dao chiéu éng nghiém dé tron lrong chira
trong éng.

9.1.1.2 Dung djch kiém chirng

Dung pipet 18y 5 ml dung dich co chét dém (5.3) cho vao éng nghiém khé, sach (6.4) khac. Thém 1 ml
mau kiém chirng (8.4). Day nut ng nghiém va ddo chiéu éng nghiém dé trén lwong chira trong éng.

9.1.2 Xac djnh
9.1.2.1 D3t ca hai éng nghiém (9.1.1.1 va 9.1.1.2) vao ndi cach thuy (6.2) trong 2 h & nhiét 6 37 °C.

9.1.2.2 Sau 2 h, l4y hai éng nghiém ra khéi ndi cach thuy. Day nat ng nghiém va dao chiéu dng
nghiém @é tron lwong chira trong éng. M& nit. So sanh dung dich thir véi dung dich kiém chirng, co
th& nhin bing mét thwong hodc dung may so mau dic biét, néu cin (6.3).

9.1.3 Két qua thir nghiém

Phan (¢rng dugc coi la phosphataza am tinh khi mau cla dung dich thir giéng hodc nhin gan gidng mau
cua dung dich kiém chirng trong may so mau (9.1.2.2). Phan (rng dugc coi la phosphataza dwong tinh

khi dung dich thir cé mau vang rd.
Trong trwéng hop nghi ngé, tién hanh xac dinh theo quy trinh B (9.2) hoac theo ISO 3356.

Khi st dung may so mau dac biét (6.3), doc ham lwgng p-nitrophenol clia dung dich thir bang cach so
sanh vé&i dung dich kiém chirng, éng nghiém chira dung dich kiém chirng dwoc dat treéc kinh mau
chuén trong dia. Néu cin anh séng nhan tao dé doc mau thi anh sang dugc chiéu cang giéng anh
s&ng ban ngay cang tét.

Néu phan wng dugc coi la dwong tinh thi tién hanh theo 9.3.
9.2 Quy trinh B (co x( li gan lang)
9.21 Phan miu thiy

9.2.1.1 Dung dich thir

Dung pipet 14y 15 mi dung dich co chat dém (5.3) cho vao dng nghiém khd, sach (6.4). Thém 2 ml mau
thir da chuén bj (8.1, 8.2 hodc 8.3). Pay nut dng nghiém va dao chiéu éng nghiém dé trén luong chira
trong éng.
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9.2.1.2 Dung djch kiém chirng

Dung pipet lay tiép 15 ml dung dich co chat dém (5.3) cho vao éng nghiém khd, sach (6.4) khac. Thém
2 ml mau kiém chirng (8.4). Dy nat ng nghiém va dao chidu éng nghiém dé trén lweng chira trong éng

9.2.2 Xac djnh
9.2.2.1 Dat cé hai éng nghiém (9.2.1.1 va 9.2.1.2) vao ndi cach thuy (6.2) trong 2 h & nhiét 46 37 °C.

9.2.2.2 Sau 2 h, lay hai 6ng nghigém ra khi ndi cach thuy. M& nit. Thém 0,5 ml dung dich kém sulfat
(5.4.1) vao lugng chira trong ca hai 6ng nghiém. Day éng va Idc manh. D& yén hai éng nghiém nay trong

3 min.

Lai m& nat 6ng nghiém. Thém 0,5 mi dung dich kali hexaxyanoferat (11) (5.4.2) vao lwgng chira trong
cac 6ng. Trén ki va loc lwgng chira trong méi éng qua gidy loc gép nép (6.6), thu riéng tieng dich loc
vao cac 6ng nghiém khd, sach (6.4).

9.2.2.3 So sanh dung dich thir véi dung dich kiém chirng, c6 thé nhin bing mét thudng hodc dung

may so mau dc biét hodc dung may do phd (6.3) & budc séng 405 nm, néu cn.
9.2.3 Két qua thir nghiém

9.2.3.1 Khi so sanh bang mét thwdng, phan (rng dwec coi la phosphataza am tinh néu mau cla dung
dich thir gibng hoac gan giéng mau cla dung dich kiém chirng va phan (ng dwec coi la phosphataza
duong tinh néu dung dich thir c6 mau vang rd. St dung may do phd trong treéng hop nghi ngo.

9.2.3.2 Néu phan ing duwoc coi la duong tinh, tién hanh theo 9.3.
9.3 Phép thir vé phosphataza bén nhiét va tai hoat hoa
9.3.1 Yéu cdu chung I

D& dam bao rang két qua thir phosphataza dwong tinh thu dwoc khi st dung quy trinh A (9.1) hodc
quy trinh B (9.2) khdng phéi do sy c6 mét clia phosphataza vi sinh vat bén nhiét hay su c6 mat cla
phosphataza tai hoat hod, can tién hanh cac phép thir sau day.

9.3.2 Phép thir vé phosphataza vi sinh vit bén nhiét
9.3.2.1 Thanh tring miu the

Chuyén 10 ml mau thir da chuan bi (8.1, 8.2 hodc 8.3) vao hai 8ng nghiém khé, sach (6.4). Bay nat mot
bng va dat nhiét ké vao éng con lai (kiém chirng) dé kiém tra nhiét do.

10
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it ca hai 6ng vao ndi cach thuy (6.2) & nhiét dd 63 °C, sao cho mirc clia mAu thdp hon murc nuéce
trong ndi cach thuy. Nhiét d clia mAu cAn dat droc 63 °C trong vong 5 min. Duy tri nhiét dé trong éng
nghiém & 63 °C nhiéu hon 30 min.

LAy cac éng nghiém ra khdi ndi cach thuy. Lam ngudi ngay cac dng dén nhiét @4 phong trong nwéc da
trong khi st» dung éng kiém chirng dé kiém tra nhiét 6.

9.3.2.2 Xac dinh
S dyng phan mau thir dé kiém tra mau thir theo quy trinh (A ho#c B).
9.3.2.3 Két qua thir nghiém

Néu phAn miu thir dwec thanh tring trong phong thir nghiém cho két qua hoat tinh phosphataza
duong tinh thi miu thir cé chra phosphataza bén nhiét. Xem xét két qua nay khi s& dung phuong
phap trén dé kiém tra qua trinh thanh tring san pham.

9.3.3 Phép thir vé phosphataza tai hoat hoa
9.3.3.1 Chuén bj miu thir d& pha lodng va dé kidm ching

Chuyén 10 ml mau thlr da chudn bj (8.1, 8.2 hodc 8,3) vao éng nghiém kho, sach (6.4). Dat éng
nghiém vao nédi cach thuy (6.2). Dung mét nhiét ké khé dé kiém tra sao cho nhiét d& mau th dat 95 °C
va gi* nhiét dé g6 trong 1 min. Sau d6 lam ngudi nhanh vé nhiét dé phong trong nuwéc da. Dung méu
chuan bj nhuw trén dé pha lodng (9.3.2.2) va dé kiém ching: (dun sbi).

9.3.3.2 Tai hoat hoa

Chuyén 5 ml mau thir & chudn bj (8.1, 8.2 hoac 8.3) vao dng nghiém khé, sach (6.4). Thém 0,1 m!
nwéc va tron (6ng 1). Sau d6 chuyén 5 ml khac ctia phan mau thir 43 chuln bj vao mét éng nghiém
(6.4) 33 danh déu. Thém 0,1 ml dung dich magié axetat (5.5) va trén (bng 2).

U ca hai éng nghiém trong t& 4m (6.7) & nhiét 86 34 °C trong 1 h. Lam ngudi nhanh dén nhiét d6 phong
trong nwdc da. '

Chuyén 1 ml lwvgng chira trong éng 2 vao mét éng khé, sach (6.4) khac. Pha loang biang 5 ml mau
thtr da dun s6i (9.3.2.1) va trén (6ng 3). Khong pha loang lweng chira trong éng 1.

9.3.3.3 Phwong phap xac djnh

Str dung phan mau thir dé kiém tra lwgng chira trong éng 1 va éng 3 theo quy trinh (A hoac B).
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9.3.3.4 Két qua thir nghiém

Néu luong chira trong éng 3 (mdu da pha loang chira magié axetat) c6 hoat tinh phosphataza bang
hoac I&¢n hon hoat tinh phosphataza cua mé&u chwa pha lodng éng 1 (khéng chira magié axetat), thi

coi nhir mau thr am tinh vé&i duv luvgng phosphataza.

Pidu nay cho thay phosphataza dwgc nhan biét lan dau thee quy trinh A (9.1) hodc B (9.2) co nguén
gbc tai hoat hoa.

Tuy nhién, néu lwvong chia trong 6ng 3 co hoat tinh thap hon so véi éng 1 thi coi nhu mau thir
duong tinh véi du lvong phosphataza [lwu y rang phép thlr phosphataza ban dau theo quy trinh A
(9.1) hodc B (9.2) co két qua duwong tinh].

CHU THICH Phép thir 1an d4u co thé cho két qua dwong tinh gid khi mu thir chira phosphataza tai hoat hoa dugc dé o
nhiét d6 da nang cao (21 °C dén 24 °C) trong hon 2 h,

10 Biéu thi két qua
Biéu thi cac két qua 'a am tinh hodc duong tinh, va/hodc “can dugc xac dinh lai theo ISO 3356™

Khi do mau bing may do phd hodc may so mau (6.3) thi ghi lai két qua doc tree tiép thu duoc trong
9.1.2.3 hoic 9.2.2.3 theo microgam p-nitrophenol trén mililit mau thtr hodc mau thtr hoan nguyén, néu

thich hop.

Ghi lai két qua doc cua hai kinh mau chuén bang cach thém dau céng (+) hodc déu trir () truréc gia tri
theo kinh mau chuén gn nhat.

11 Dd chum

11.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Céc gia tri v& d6 Iap lai thu dugc tir cac két qua cla phép thir nghiém tién hanh theo TCVN 6910-1
(ISC 5725-1).

Cac gia tr] nhan duoc ti phép thir lién phong thtr nghiém nay co thé khong ap dung dwec cho cac dai
ndng do va chét nén khac voi cac dai ndng dé va chét nén da néu. Luat phap va quy chuén quéc gia co
thé quy dinh gi¢i han cy thé dbi véi hoat tinh phosphataza ca cac san phdm khac nhau.

11.2 D lap lai

Chénh léch tuyét adi gitra hai két qua thir dgc |ap, riéng ré, thu duoc khi s¥ dung cung mét phuong
phap, trén cung mét loai vat liéu thl, trong cung phong thir nghiém, do cling mdt nguei thao tac va su
dung cing mot thiét bi trong cung mét khodng thoi gian ngén nhw nhau, khdng qua 5 % trwong hop
I&n hon 2 ug p-nitrophenol trong dai gi¢i han tir (O dén 14) pg p-nitrophenol trén mililit mau thir hodc

ma&u thtr hoan nguyén.

12



TCVN 8111 : 2009

CHU THICH Két qua thu dugc khi sir dung may so mau ¢b tinh huréng din. Sé ligu v& 86 chym thyc sy dugc xac dinh bang

cach sir dyng phuong phép dinh lwgng quy dinh trong ISO 3356.

12 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi ro:

a) moithong tin cAn thiét vé viéc nhan biét diy di mau thu;
b) phwong phap ldy méu da st dung, néu biét;

c) phuong phap thir 83 st dung, vién dan tiéu chuan nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuén nay hodc dugc cho la tuy chon, cing véi cac

chi tiét bt thirdng ndo khac c6 thd dnh hudng t&i két qua;

e) két qua thir nghiém thu duoc, va néu kiém tra do I3p lai thi néu két qua cudi cung thu duoc.

13
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Phu luc A

(Tham khao)

Quy trinh thay thé sir dung thuéc thir ddc quyén da dwoc cdp bang sang ché

A1 Gidi thiéu

Thudc thir doc quyén co ban sdn dwec diing d& hoa tan nhanh chéng céac céu tir dang keo trong sira.
Ky thuat nay lam ngirng phan rng enzym, do d6 thu dwec hdn hep trong hoan toan trong mat théi gian
ngén. Quy trinh quy dinh trong phu lyc nady cé thé ap dyng dugrc.

A.2 Thuébc thir hoa tan

Thudc thir hoa tan 1a san phdm cé ban sdn.
A.3 Chuan bj mau thi va mau kiém chirng
Xem Diéu 8.

A.4 Cach tién hanh
A.4.1 Phin miu th
Xem 8.2.1.

A.4.2 Xac dinh

A.4.2.1 Day nut cac éng va tron bing cach ddo chidu éng nghiém. Dat cac 6ng vao ndi cach thuy
(6.2) & nhiét do 37 °C trong 2 h. '

A.4.2.2 Lay cac éng ra khdi ndi cach thuy va x Ii mdi dng nhw sau:

M@ nut ng. Thém 8 ml thudc thir hoa tan (A.2). Bay nat éng va lac éng dé tron lwgong chira bén trong.
Dat &ng vao ndi cach thuy (6.2) & nhiét dd 37 °C trong.2 h.

A.4.2.3 So sanh mau cua dung dich thir véi mau cua dung dich kim chirng bang mét thuéng hodc
dung may so mau dac biét (6.3) hodc may do phd (6.3) & budc séng 405 nm, néu can.

A.4.2.4 Khiso sanh biang mét thudng, phan rng dugc coi la phosphataza am tinh néu mau cua dung
dich th(r giébng ho3c gan giéng mau cla dung dich kiém chirng va phan (rng dugc coi la phosphataza
duong tinh néu dung dich thir ¢6 mau vang ré. S dung may do phd (6.3) khi nghi ngér.
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TCVN 8111 : 2009

Thw muc tai lidu tham khao

TCVN 6400 (ISO 707), Sita va sdn phdm sia - Huong dén ldy mau.

TCVN 6910-1 (ISO 5725-1), Dé chinh xéc (d¢ dung va dé chum) cua phuong phép do va két qua
do — Phén 1: Nguyén tac va djnh nghia chung

TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), D¢ chinh xéc (d6 dung va do chym) cua phuong phép do va két qua
do — Phén 2: Phuong phép co ban xéc dinh d6 Idp lai va d6 téi Iép cua phuong phép do tiéu ch uén

ASCHAFFENBURG, R. and MULLEN, J.E.C. J. Dairy Research, 6, 1949, pp. 55-67
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